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Zusammenfassung 
 
 
Evaluation der Expression von EGFR, HER-2/NEU, p53 und CD117 zur 
Therapieprädiktion bei Riesenzelltumoren des Skelettsystems 
 
 
Mihaela Koerdt 
 
Die vorliegende Studie untersucht die prognostische Relevanz der Antikörper EGFR, 
HER-2/NEU, CD117 und p53 bei Riesenzelltumoren des Knochens, um Aussagen 
über die potentielle Wirksamkeit molekularer Therapien treffen zu können. Die 
Rezeptortyrosinkinasen EGFR und HER-2/NEU und die transmembrane Tyrosinkinase 
CD117 ermöglichen eine Signaltransduktion ins Zellinnere, die die Zellproliferation 
reguliert. Ebenso kontrolliert der Tumorsuppressor p53 die Apoptose und ermöglicht 
eine DNA-Reparatur. Eine Fehlregulation (Überexpression oder Fehlen) dieser 
Faktoren kann zu unkontrolliertem tumorösen Wachstum führen. Hier kann eine 
molekulare Therapie zielgerichtet wirken. MATERIAL UND METHODE: Das Gewebe 
von 112 Patientenbiopsien mit RZT wurde mittels Tissue Microarray Verfahren in einen 
Paraffinblock eingebracht. Die Expression der Antikörper wurde mit 
immunhistochemischen Methoden dargestellt und lichtmikroskopisch ausgewertet. 
Anschließend wurden zusätzlich die Follow-Up-Daten analysiert. SIGNIFIKANTE 
ERGEBNISSE: Keine Expression war nachweisbar für HER-2/NEU, EGFR und 
CD117. p53 wurde in 27,7% der Riesenzelltumoren exprimiert. DISKUSSION UND 
SCHLUßFOLGERUNG: Anhand der vorliegenden immunhistochemischen 
Charakterisierung von 112 ossären Riesenzelltumoren erscheinen HER-2/NEU, 
CD117, EGFR und p53 nicht als mögliche Kandidaten zielgerichteter molekularer 
Therapien, da auch keine Korrelation der Antikörper mit den klinischen Parametern 
(Metastasierungen oder Lokalrezidiven) besteht.  
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1 Einleitung 
 
 
1.1 Riesenzelltumoren des Knochens 
 
1.1.1 Definition 
 
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert den Riesenzelltumor als 
aggressiven Tumor, charakterisiert durch reichhaltig vaskularisiertes Gewebe 
bestehend aus eher rundlichen spindeligen oder ovoiden Zellen mit einer 
großen Anzahl von osteoklastischen Riesenzellen und wenig Kollagen. 
Bereiche mit Blutungen und rückläufiger Veränderung, wie Nekrosen, Fibrosen 
und fibrohistiozytotischer Reaktion sind häufig gegenwärtig. 
 
 
1.1.2 Epidemiologie  
 
Das Vorkommen von RZT liegt bei 8.6 % in Bezug auf alle Knochen TU 
(Schajowicz 1994). Im Vergleich zwischen westlichem und südostasiatischen 
Raum kommt dieser Tumor nur halb so oft vor: 5-7% im Westen (Campanacci 
1987, Goldenberg 1970, MacDonald 1986), 15% in Hong Kong (Leung 1983). 
Skelettal ausgewachsene Patienten sind betroffen, d.h. Kinder unter 10 Jahren 
beispielsweise bilden die absolute  Ausnahme. In einer Studie von Dahlin waren 
von 425 Fällen nur 3 Patienten (0,7%) dieser Altersstufe (Dahlin et al. 1986). 
Bei Schajowiczs Studie von 1981 waren die meisten Patienten zwischen dem 
20. und 40. Lebensjahr (61%), 36 Patienten waren über 50 (9%), der älteste 
war 68 Jahre alt (Schajowicz 1994).  
Die meisten Statistiken zeigen, dass Frauen ca.1.5 :1 öfter betroffen sind als 
Männer (Schajowicz 1981): Bei Goldenberg et al. waren 125 Frauen und 93 
Männer (1970) betroffen. Dahlin et al. gaben 240 Frauen und 185 Männer 
(1986) an. Bei Huvos waren es 147 Frauen und 118 Männer (1991) und 
Campanacci schilderte einen Frauenanteil von 52,5% (1990). 
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Eine maligne Entartung des Riesenzelltumors hat in den großen Studien eine 
extrem variable Inzidenz von 7% (Goldenberg et al. 1970), 8% (Mnaymneh et 
al. 1964) bis zu 19 % (McGrath 1972) und steigt mit der Anzahl der Rezidive. 
 
 
1.1.3 Ätiologie 
 
Die Histogenese des Riesenzelltumors wird kontrovers diskutiert (Schajowicz 
1994) und ist immer noch unklar. Alle Autoren sind sich jedoch einig, dass der 
RZT ein neoplastischer Prozess ist, sowie dass das mononukleäre Zellstroma 
von undifferenzierten mesenchymalen Stammzellen oder Zellen des 
unterstützenden Bindegewebes und des Knochenmarks abstammen (Goldring 
et al. 1986, Wulling et al. 2003). Die Osteoklasten ähnlichen Riesenzellen in 
Riesenzelltumoren sind abgeleitet von Monozyten, bzw. von Makrophagen 
(Aubin et al. 2000, Kawaguchi et al. 2000, Kong et al. 2000, Suda et al. 1999, 
Takahashi et al.1999, Teitelbaum 2000). 
 
 
1.1.4 Diagnose 
 
Die conditio sine qua non zur eindeutigen Diagnostik ist eine Verknüpfung der 
Daten aus Histologie, Radiomorphologie, exakter Lokalisation des Tumors und 
dem Alter des Patienten (Salzer-Kuntschik 1998). 
Röntgenologisch charakteristisch ist ein exzentrisches osteolytisches 
Wachstum mit geographischen Grenzen am Epiphysenende (s. Abb. 1) beim 
erwachsenen Patienten, das reaktionslos die Kortikalis und die subchondrale 
Grenzlamelle destruiert und sich in die umgebenden Weichteile ausdehnen 
kann (Reiser et al. 1995). Zarte Kortikalisbälkchen bleiben meist erhalten (Mirra 
1989). 
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Abbildung 1: Röntgenaufnahme des Kniegelenks mit typischer exzentrischer und 
gelenknaher Osteolyse eines Riesenzelltumors (Abb. Pingsmann et al. 1997) 
 
Am häufigsten sieht man eine transparente expandierende Zone am 
Epiphysenende bei ausgewachsenen Patienten. Die Läsion umfaßt den 
Gelenkknorpel und die Metaphyse und kann im fortgeschrittenen Stadium die 
komplette Breite des Knochens umfassen. Die Grenzen zwischen TU und 
Spongiosa sind unscharf zu erkennen (Schajowicz 1994). 
Zur erweiterten Diagnostik können Skelettszintigraphie (Resnick 1988) oder 
Computer-bzw. Kernspintomographie (Eckhardt et al. 1986) herangezogen 
werden. 
Eine Probebiopsie ist unerläßlich. Dabei sollte der eventuell nicht ausreichend 
repräsentativen Nadelbiopsie eine offene Biopsie vorgezogen werden 
(Pingsmann 1997). 
 
1.1.5 Differentialdiagnose 
 
Mögliche Differentialdiagnosen des Riesenzelltumors sind ein Chondroblastom, 
eine aneurysmatische Knochenzyste (v.a. bei jüngeren Patienten), ein 
Osteosarkom oder die ossären Erscheinungen eines Hyperparathyreoidismus 
(Salzer-Kuntschik 1998, Unni 1995). 
 
 
 
 
   
 
 11 
1.1.6 Klinik 
 
Der Riesenzelltumor betrifft v.a. junge Erwachsene (Altersgipfel 3.-4. Dekade) 
und häufiger Frauen als Männer (s. Epidemiologie). In einer Studie von 
Schajowicz (1994) war er am häufigsten am oberen Ende der Tibia mit 38% 
(110 Fälle), am unteren Ende des Femur mit 34% (98 Fälle), am unteren Ende 
des  Radius 15% (42 Fälle) oder am oberen Ende des Humerus mit 13% (36 
Fälle) lokalisiert. Fast alle Riesenzelltumore sind also am Epiphysenende langer 
tubulärer Knochen in skelettal ausgewachsenen Patienten lokalisiert 
(Schajowicz 1994). Ein Auftreten des Tumors in der Metaphyse stellt die 
Ausnahme bei jüngeren, skelettal nicht ausgewachsenen Patienten dar, wurde 
aber von mehreren Autoren beschrieben (Sherman et al. 1970, Goldenberg et 
al. 1970, Peison et al. 1976, Picci et al.1983, Dahlin 1986). Huvos (1991) 
berichtet von einem 7 Jahre alten Kind, das einen RZT an der distalen 
Femurdiaphyse hatte. Weitere seltene Lokalisationen, an denen sich ein 
Riesenzelltumor manifestieren kann, können Sakrum, Skapula, 
Schädelknochen, Hand- und Fußknochen sein (Unni et al. 1995, Wolfe et al. 
1983).  
Das erste und häufigste Symptom ist ein Schmerz mit steigender Intensität 
verknüpft mit lokaler Schwellung und weicher Konsistenz der betroffenen 
Region. Bewegungseinschränkungen des benachbarten Gelenkes, meist des 
Knies gehen häufig einher. Eine pathologische Fraktur kann auch das erste 
Anzeichen sein (Schajowicz 1994, Pingsmann 1997). 
 
1.1.7 Therapie  
 
Die Therapie sieht eine intraläsionale Tumorexzision zwecks Gelenkerhaltes 
(Faisham et al. 2006, Malek et al. 2006) vor, die durch eine adjuvante 
Knochenzementplombierung, unter Umständen mit Phenolinstallation oder eine 
Kryotherapie ergänzt wird (Faisham 2006). Selten kann nur noch eine 
Amputation des betroffenen Knochens helfen. Die Defekthöhle wird mit 
Polymethylmethacrylat (PMMA) aufgefüllt bis nach Ausschluß eines 
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Lokalrezidivs das PMMA durch autogenen Knochen ersetzt wird (Pingsmann et 
al. 1997). In der Literatur wird auch der Einsatz von Radiotherapie beschrieben 
mit einer empfohlenen Dosis von > 45 Gy, wenn die primär chirurgische 
Therapie nicht durchführbar oder fehlgeschlagen ist (Meyer 2006). Eine 
regelmäßige Nachkontrolle und rasche Abklärung bei Rezidivverdacht ist 
wünschenswert (Pingsmann et al. 1997). 
 
 
1.1.8 Prognose 
 
Der Versuch einer prognostischen Einstufung des Riesenzelltumors anhand der 
histologischen Auswertung wurde schon 1914 von Stewart und 1922 von Ewing 
vorgeschlagen. Jaffe, Lichtenstein und Portis (1940) definierten 3 Grade: 
benigne, aggressive und maligne RZT. Meyerding (1941) und das Knochen 
Sarkom Register unterscheiden nur zwischen benignen und malignen 
Verlaufsformen (Murphy et al. 1956, Hutter et al. 1962, Spjut et al. 1971, Dahlin 
1978).  
Schajowicz (1994) und Unni (1995) stellten jedoch fest, dass eine Einteilung der 
RZT ohne praktischen Wert ist, da eine prognostische Einschätzung der 
weiteren Entwicklung eines RZT basierend auf histologischen Merkmalen 
unmöglich ist. Die lokale Aggressivität eines RZT hinge vielmehr davon ab, ob 
dieser lokal infiltriert oder wie radikal die chirurgische Entfernung durchgeführt 
wurde (Unni 1995). 
Selten metastasiert ein gutartiger Riesenzelltumor – meist vereinzelt und 
bevorzugt in die Lunge (Unni 1995) aber auch von Lymphknotenmetastasen 
wurde berichtet (Bertoni et al. 1988, Present et al. 1986, Bertoni et al. 1985, 
Rock et al. 1984). Die Entfernung der Metastase garaniert in der Regel eine 
Heilung ohne weitere Komplikationen (Unni 1995). Es gibt aber auch diffusere 
Metastasierungen, die letal ausgehen können (Unni 1995). Rock et al. (1984), 
Bertoni et al. (1985) und Wray et al. (1990) berichten von Metastasen, die 
spontan ausgeheilt sind. Eine Prognose anhand des Metastasierungsverhaltens 
eines Riesenzelltumoren ist aufgrund dieser Tatsachen unmöglich. 
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1.2 Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK)  
 
1.2.1 Funktion von EGFR und HER-2/NEU 
 
Die durch diese Sudie untersuchten Faktoren EGFR (Epidermal Growth Factor 
Receptor) und HER-2/NEU gehören zur Gruppe der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen 
(RTK) mit ca. 20 Subfamilien (Zwick et al. 2002). 
Diese sogenannten erbB-Rezeptoren können als membran-durchspannende 
Zelloberflächenproteine ein extrazelluläres Signal an die Tyrosin- 
Phosphorylierung im Innern der Zelle koppeln (Marmor et al. 2004). Damit 
schalten sie eine Kaskade von komplexen Signalwegen an, die zu diversen 
Effekten auf zellulärer Ebene führen (s. Abb. 2). Der EGFR, ein 170kDa 
schweres transmembranöses Glykoprotein, ist das am längsten bekannte und 
am besten untersuchte Mitglied der erbB- Familie, sodass über ihn detaillierte 
Kenntnisse bezüglich der molekularen Struktur, seiner Funktion sowie der 
Expression in verschiedenen Geweben vorliegen (Ullrich et al. 1984, Jorissen et 
al. 2003). An diesem Rezeptor wurde erstmals eine intrinsische Tyrosin-Kinase 
(TK)-Aktivität nachgewiesen (Cohen et al. 1980).   
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Abbildung 2: Die erbB-Familie 
 
Die Rezeptoren der erbB-Familie mit Synonymen und den wichtigsten Liganden. In 
Anlehnung an Marmor et al. (2004) verändert. Die Mitglieder der erbB-Rezeptorfamilie 
haben die in Fettdruck gehaltenen Bezeichnungen EGFR (epidermal growth factor 
receptor), c-erbB2, c-erbB3 und c-erbB4. Als Synonyme dienen c-erbB1 und Her1 für den 
EGFR, Her2/neu für c-erbB2, Her3 bzw. Her4 für  c-erbB3 bzw. c-erbB4. Der epidermale 
Wachstumsfaktor EGF (epidermal growth factor), Amphiregulin (AR) und TG 
(transforming growth factor) sind Liganden des EGFR. Betacellulin (BTC), HB-EGF 
(heparin-binding EGF) und Epiregulin (EPR) binden an den EGFR und an c-erbB4.  
NRG1 und NRG2 sind Liganden sowohl für c-erbB3 als auch für c-erbB4. Die Neureguline 
NRG3 und NRG4 sind spezifisch für c-erbB4. Es konnte bislang noch kein Ligand 
identifiziert werden, der an HER-2/NEU bindet. Dessen Dimerisierungsschleife ist jedoch 
auch ohne Ligandenbindung exponiert. Im Gegensatz dazu wird dieser Sequenzabschnitt 
bei den übrigen Mitgliedern der erbB-Familie erst durch Bindung eines Liganden 
zugänglich. Die Kinasedomäne des c-erbB3 Rezeptors ist katalytisch inaktiv.  
Her: human epidermal growth factor receptor related receptor, erb: benannt nach dem 
viralen Onkogen v-erbB des avian erythroblastosis virus, Neu: Neuroblastom, P: Tyrosin-
Kinase (TK)-Aktivität.  
 
Mit der Vielfalt der möglichen Signalwege und der komplexen Feinabstimmung 
der Signaltransduktion nehmen die erbB-Rezeptoren gezielt Einfluss auf den 
Metabolismus, die Transkription und die Translation von vielen, an der 
Regulation des Zellzyklus beteiligten Proteinen und definieren dadurch 
Prozesse wie Entwicklung, Wachstum, Proliferation, Adhäsion, Migration, 
Differenzierung, Angiogenese und Apoptose (Holbro et al. 2003, Schlessinger 
2000, Yarden 2001). Im Normalgewebe beeinflußt der EGFR das Zellwachstum 
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und die Regeneration der epithelialen Komponenten z.B. der Haut, der Lunge 
oder des Gastrointestinaltraktes (Yarden et al. 2001).  
Die Nomenklatur für die Rezeptoren ist in der Literatur nicht einheitlich. Im 
Folgenden werden die Mitglieder der erbB-Rezeptorfamlie mit EGFR und HER-
2/NEU bezeichnet. 
 
 
1.2.2 Die Rolle der erbB-Rezeptoren in der Onkologie 
 
Eine wichtige Rolle in der Onkologie spielt die Überexpression der erbB- 
Rezeptoren, die mit der Entwicklung und Malignität einer Vielzahl humaner 
Tumoren - besonders derer epithelialen Ursprungs - in Verbindung gebracht 
wird. Eine Überexpression von EGFR findet sich unter anderem in Tumoren des 
Darms, von Kopf und Hals und der Brust (Normanno et al. 2003). Eine 
Überexpression von HER-2/NEU spielt vor allem beim Mamma- und 
Ovarialkarzinom eine große Rolle (Yarden 2001). Die Überexpression beider 
Faktoren korreliert je nach Tumorart mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, 
einer Resistenz gegenüber Chemo- und Hormontherapie, einer hohen 
Wahrscheinlichkeit der Bildung von Metastasen oder eines Rezidivs, einer 
schlechten Prognose und damit mit einem kürzeren krankheitsfreien und 
geringeren Gesamtüberleben der Patienten bei verschiedenen Tumoren (Laskin 
et al. 2004, Slamon et al. 1987, Yarden et al. 2001). 
Sowohl in der Diagnostik als auch in der Therapie ist dieser Vorgang 
bestimmend. Therapeutisch dienen der EGFR und HER-2/NEU Rezeptor selbst 
als Zielobjekte für eine spezifische Tumortherapie. Diese kann die Funktion des 
Rezeptors auf verschiedenen Ebenen angreifen und die Signaltransduktion 
unterbinden (Azemar et al. 2003). Bereits seit 1998 befindet sich der 
humanisierte monoklonale anti-HER-2/NEU Antikörper Trastuzumab 
(Herceptin) zur Behandlung des HER-2/NEU überexprimierenden, 
metastasierenden Mammakarzinoms in der klinischen Anwendung (de Bono et 
al. 2002). Auch in der Kombination mit einer Chemotherapie ist ein 
synergistischer und additiver Effekt bewiesen  (Normanno et al. 2003). Unter 
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den niedermolekularen, EGFR-spezifischen TK-Inhibitoren wird Gefitinib 
(Iressa) für das schon chemotherapierte, nicht-kleinzellige Lungenkarzinom 
eingesetzt, während sich Erlotinib (Tarceva), ein weiterer TK-Inhibitor des 
EGFR, für die Kombinationstherapie des Mammakarzinoms in der klinischen 
Testphase befindet. 
 
1.2.3 Funktion von CD117 
 
CD117 (Kit) ist eine transmembrane Tyrosinkinase. Sie entspricht einer Typ III 
Rezeptor-Tyrosinkinase. Es ist ein klassischer Wachstumsfaktorrezeptor und 
bindet spezifisch den sogenannten Stammzellfaktor (auch Kit-Ligand oder 
Mastzellwachstumsfaktor genannt). CD117 ist auf zahlreichen Zellen 
nachweisbar, einschließlich Knochenmarkstammzellen, Mastzellen, 
Melanozyten, Keimzellen und Cajal-Zellen (intestinale Schrittmacherzellen). 
Darüberhinaus findet sich CD117 auch in wechselndem Ausmass auf 
Tumorzellen von kleinzelligen Bronchialkarzinomen und Melanomen sowie 
verschiedenen Sarkomen (Krystal 2000, Miettinen 1999). Die Kit-mediierte 
Signaltransduktion reguliert Proliferation, Differenzierung und Apoptose und 
spielt eine Rolle bei der Gametogenese, Hämatopoese, Mastzellentwicklung, 
Melanogenese und Entwicklung der Cajalzellen. Von herausragender 
diagnostischer Bedeutung ist der Nachweis einer CD117-Expression bei den 
gastrointestinalen Stromatumoren (GIST). Ungefähr 95% aller GIST sind 
immunhistochemisch CD117-positiv. Andere maligne Tumore, vor allem 
adenoid-zystische Karzinome, Thymuskarzinome und Melanome können das 
Protein ebenfalls exprimieren. Aktivierende Mutationen im Kit-Onkogen sind von 
entscheidender pathogenetischer Bedeutung der GIST. 80-85% aller GIST 
weisen derartige Mutationen auf. Entscheidend für die Pathogenese scheint 
jedoch nicht der Nachweis von CD117 per se, sondern eine aktivierende ("gain 
of function") Mutation im Rezeptor - am häufigsten in Exon 11, seltener in Exon 
9, 13 oder 17, die zu einer kontinuierlichen ligandenunabhängigen Aktivität der 
Tyrosinkinase führt (Miettinen et al. 2001). Folgen dieser Daueraktivierung sind 
eine unkontrollierte Proliferation und eine Blockade der Apoptose. Die 
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Entdeckung, dass der Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib-mesylate (STI571 = 
Glivec) die Aktivität von CD117 hemmt, führte zum Konzept einer gezielten 
Therapie gastrointestinaler Stromatumoren mit Imatinib. Imatinib ist ein rational 
entwickeltes, oral applizierbares Phenylaminopyrimidin-Derivat, dessen 
Wirkmechanismus in einer kompetitiven Blockade der ATP-Bindungsstelle 
spezifischer Tyrosinkinasen besteht (Reichardt et al. 2002). 
1.3 Tumorsuppressorgen p53 
 
Nach heutigem Verständnis wird die normale Gewebshomöostasis durch das 
subtile Ineinandergreifen und die Balance der Wirkung wachstumsfördernder 
Protoonkogene und wachstumshemmender Tumorsuppressorgene wie dem 
Tumorsuppressorgen p53 reguliert. p53  wurde 1979 unabhängig voneinander 
von David Lane und Arnold Levine entdeckt (Lane et al. 1979, Linzer et al. 
1979). Aufgabe von p53 ist es, als Transkriptionsfaktor nach einer DNA-
Schädigung die Expression von Genen zu regulieren, die an der Kontrolle des 
Zellzyklus, an der Induktion der Apoptose oder der DNA-Reparatur beteiligt 
sind, weshalb er auch als „Wächter des Genoms“ bezeichnet wird (Lane 1992). 
Der humane Tumorsuppressor p53 ist das häufigste (ca.60% der Fälle), an der 
Progression unterschiedlichster Tumoren beteiligte Gen. Vorangegangen ist 
meist eine Inaktivierung beider Allele eines solchen Gens durch eine 
funktionszerstörende oder –verändernde missense-Mutation im einen Allel und 
Deletion des zweiten (Döhner et al. 1995). Das p53- Tumorsuppressor-Gen auf 
dem Chromosom 17p13.1 kodiert für das Protein p53, das seinen Namen 
aufgrund des Molekulargewichtes von 53 kDa erhielt. 
p53 ist von Natur aus instabil, wird aber regelmäßig "nachgeliefert". Kommt es 
in der DNA jedoch zu Schäden, etwa einem Doppelstrangbruch, die eine 
Replikation oder eine Mitose fehlerhaft ablaufen lassen würden, so wird p53 
innerhalb von 30 Minuten posttranslational stabilisiert, wodurch sich p53 in der 
Zelle akkumuliert. p53 stellt zudem einen informativen Prognosefaktor dar. Wie 
bei bestimmten Leukämien gezeigt werden konnte, läßt der p53-Ploidie-Status 
wichtige Schlüsse bezüglich einer Tumorresistenz bei Behandlung mit Purin-
Analoga (Döhner et al. 1995) und anderen Chemotherapeutika zu. 
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1.4 Tissue Microarrays (TMA) 
 
1.4.1 Entwicklung der Microarray Technik  
 
Das Grundkonzept des Tissue Microarray (Multigewebsblock) ist eine  
Weiterentwickelung der ursprünglichen Idee eines Multitumor Gewebeblockes, 
wie er bereits 1986 von Hector Battifora beschrieben wurde. Battifora nannte 
den Block noch multitissue- bzw. sausage-block. Bei diesem Verfahren wurden 
jedoch größere Gewebeproben als beim TMA eingebracht. Außerdem wurden 
sie vergleichsweise ungeordnet in einen neuen Block eingesenkt.  
Durch die Entwicklung des Tissue Microarray konnte die Präzision dieses 
Verfahrens, bei dem eine größere Anzahl von kleinen Gewebepräparaten in 
einen Paraffinblock eingebracht wird, deutlich erhöht werden. Dieses gelang 
insbesondere durch den Einsatz eines Stanzgerätes (Beecher Instuments, 
Microarray Technology, Sun Prairie, Wisconsin, USA), das durch das National 
Institute of Health entwickelt wurde. Mit eben diesem Gerät konnten zum ersten 
Mal genormte zylindrische Proben mit einem festen Durchmesser kontrolliert in 
einen Paraffinblock eingebracht werden, so dass sich ein reproduzierbares 
Probenmuster ergab. Ein weiterer Vorteil dieser Technik ist, dass die Blöcke, 
aus denen das zu untersuchende Gewebe entnommen wird, nur geringfügig 
beschädigt werden. Wenn man den einzelnen Block betrachtet, so können aus 
diesem theoretisch 300 Proben entnommen werden, wenn der jeweilige Tumor 
eine Größe von 18x18 mm hat. Jede dieser Proben kann, genau so wie der 
Ursprungsblock, in bis zu 300 Schichten geschnitten werden. Im Idealfall wäre 
es also möglich, 90 000 (300 x 300) in situ Analysen eines einzigen Tumors 
durchzuführen (Bubendorf et al. 2001). 
Seit die Tissue Microarray Technik erstmalig beschrieben wurde (Kononen et 
al. 1998), konnten zahlreiche Studien die Praktikabilität und Kostenersparnis 
dieses Verfahrens belegen (Moch et al. 1999; Mucci  et al.2000; Horvarth et al. 
2001; Moch et al. 2001). 
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1.4.2  Prinzip der Microarray Technik 
 
Mit einem speziell hergestellten Stanzgerät (Beecher Instuments, Microarray 
Technology, Sun Prairie, Wisconsin, USA) werden Gewebebiopsien aus 
Paraffinblöcken entnommen (s. Abb. 3).  
 
 
 
 
Abbildung 3: MTA-1 manual tissue arrayer (Beecher Instruments) 
 
 
Diese Paraffinblöcke werden „donor“ (zu deutsch: „Geber-Block“) genannt. Die 
Regionen, aus denen die Biopsien entnommen werden, werden vorher ihrer 
morphologischen Repräsentativität entsprechend, anhand von HE (Hämatoxilin-
Eosin-) Schnitten ausgesucht. Die ausgestanzten Biopsien werden in einen 
leeren und neuen Paraffinblock, „recipient“ (zu deutsch: „Empfänger-Block“) 
genannt, eingebracht. Bei dem Stanzverfahren werden zwei dünnwandige 
Nadeln aus rostfreiem Stahl verwendet. Mit der ersten Nadel wird aus dem 
Empfängerblock Paraffin entnommen.  
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Abbildung 4: Entnahme einer Biopsie aus dem Paraffinblock 
 
Durch einen in der Biopsienadel angebrachten Stempel wird das Paraffin dann 
aus der Nadel gedrückt und verworfen. Mit der zweiten Nadel wird aus dem 
Geberblock eine Probe entnommen und in den vorher erstellten Hohlraum des 
Empfängerblockes gesetzt (s. Abb. 4). Es ist darauf zu achten, daß alle 
Biopsiestanzen in der gleichen Höhe in den Empfängerblock eingesetzt werden. 
Waren die Durchmesser der Nadeln anfangs noch 3 mm, so konnten die 
Durchmesser der Nadeln sukzessive auf bis zu 0,6 mm reduziert werden. 
Biopsien dieser Größe sind ausreichend, um die morphologischen 
Eigenschaften des Gewebes beurteilen zu können (Hoos et al. 2001). 
Durch eine digitale Präzisionssteuerung ist es möglich geworden, dass die 
Platzierung der Biopsien und die Abstände dazwischen genau kontrolliert 
werden können. Das so entstehende Geweberaster kann, abhängig vom 
Durchmesser der Biopsien, einige hundert bis eintausend Proben enthalten.  
 
 
 
 
Abbildung 5: Schnittpräparat eines tissue microarray 
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Daraus können bis zu 200-300 aufeinander folgende 5 µm dünne Schnitte 
erzeugt werden, in Abhängigkeit von der Dicke des Blocks (s. Abb. 5). Die so 
gewonnen Schnitte können ganz normal gefärbt werden, z.B. mit einer 
Hämatoxilin-Eosin-Färbung. Die Schnitte können aber auch auf DNA, RNA oder 
Proteine untersucht werden, z.B. durch die Fluoreszenz in situ Hybridisation 
(FISH), in situ Polymerasekettenreaktion, RNA in situ Hybridisation oder 
Immunhistochemie (IHC). Bis zu 200 aufeinander folgende Schnitte können 
also mit jeweils bis zu eintausend Proben analysiert werden. Diese hat außer 
den verfahrenstechnischen und ökonomischen Vorteilen auch noch den 
Nutzen, dass alle Gewebeproben unter identischen Bedingungen behandelt 
werden (hohe Standardisierung!) (Skacel et al. 2002, Kononen et al.1998, 
Kallioniemi et al. 2001, Bubendorf et al.2001). Außerdem wurde durch die 
Anordnung der Proben in einem Raster die Basis für eine automatisierte 
Konstruktion und Analyse der Arrays geschaffen (Moch et al. 2001, Nocito et al. 
2001, Theillet 1998). In der Zwischenzeit erschien ein Gerät auf dem Markt, 
welches automatisch und computerunterstützt Arrays herstellen kann (Beecher 
Instruments, 2002). 
1.4.3  Anwendungsgebiete von Tissue Microarrays   
 
Die TMAs können je nach Design für verschiedene Fragestellungen Lösungen 
bieten: 
• Multitumor TMAs enthalten Spots aus Tumorgewebe verschiedener Art, 
mit denen man untersuchen kann, welche DNA, RNA oder Proteine in 
welcher Tumorart vorkommen (Andersen et al. 2000, Schraml et al. 
1999). 
• Sogenannte Progression TMAs enthalten Gewebe einer Tumorart, mit 
unterschiedlichen Stadien dieses Tumors. Damit kann z.B. untersucht 
werden, ob ein Gen in verschiedenen Phasen der Tumorentwickelung 
unterschiedlich stark exprimiert wird (Bubendorf et al. 1999b, Bowen et 
al. 2000, Kononen et al.1998). 
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• Wenn man die Spots eines Microarrays mit den jeweiligen Follow-up-
Daten der Patienten kombiniert, erhält man Prognostic bzw. Prognosis 
TMAs. Damit kann man die prognostische Relevanz eines bestimmten 
Proteins  analysieren (Moch et al. 1999, Barlund et al. 2000, Torhorst et 
al. 2001). 
 
Abschließend ergeben sich hieraus die folgenden Anwendungsgebiete für 
TMAs in der Krebsforschung: 
 
• Bestimmung der intra- und extrazellulären Verteilung von Molekülen. 
• Verknüpfung der Informationen über ein Molekül auf DNA-, RNA- und 
Proteinebene. 
• In vivo-Überprüfung von Hypothesen, die an Zelllinien oder in 
Tierversuchen erarbeitet wurden, an Gewebeproben von Patienten.  
• Überprüfen von Ergebnissen, die mit einer limitierten Anzahl von 
Gewebeproben durch cDNA-Microarrays gewonnen wurden, an einer 
repräsentativen Probenanzahl im TMA. 
• Erforschung eines Auftretens von mutmaßlichen Genmutationen und 
deren Produkten in verschiedenen Tumorstadien.  
• Herstellung einer Verbindung zwischen molekularbiologischen und 
pathohistologischen Patientendaten. 
(Spyro et al. 2001). 
 
TMAs können indes auch in vielen anderen Gebieten außerhalb der 
Tumorforschung verwendet werden: Arrays mit Geweben von Tieren oder 
Arrays zur Altersforschung können ebenso erforscht werden (Kallioniemi,  et al. 
2001). Auch in der Lehre ist der Einsatz von TMAs sinnvoll, da die einzelnen 
Proben immer einen charakteristischen Ausschnitt des Gewebes präsentieren 
und man an ihnen exemplarisch gewebespezifische Details zeigen kann. Bei 
der Entwickelung, Testung und Verbesserung neuer Antikörper und 
Färbemethoden finden TMAs ein weiteres Anwendungsgebiet, insbesondere, 
wenn man TMAs mit  normalen Gewebeproben nutzt. Schließlich sind TMAs 
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gut geeignet, um Patientendaten von Gewebeproben zu anonymisieren 
(Bubendorf et al.2001).  
 
 
1.5 Fragestellung der Arbeit 
 
Beim heutigen Wissensstand ist es unmöglich anhand der klinischen und 
röntgenologischen Daten genau vorherzusagen, wie sich der individuelle RZT 
klinisch verhalten wird (Schajowicz 1994). Jaffe (1953b, 1958) stellte fest, dass 
man „unglücklicherweise anhand des histologischen Schemas nicht 
vorhersehen kann, welcher Tumor metastasieren wird“. Der Zweck dieser 
Studie war es zu erforschen, ob die Expression der Wachstumsfaktoren EGFR, 
HER-2/NEU, CD117 und p53 beim RZT eine prognostische Relevanz in Bezug 
auf die Metastasierung oder Ausgang der Erkrankung haben könnte. Bei 
bestehender Korrelation der Wachstumsfaktoren mit klinischen Daten der 
erkrankten Patienten, wäre eine adjuvante Therapie des Riesenzelltumors mit 
Inhibitoren dieser Wachstumsfaktoren zusätzlich zur bisher fast ausschließlich 
chirurgischen Therapie denkbar. 
Die vorliegende Arbeit untersucht daher die Tumoren von 112 Patienten mit 
einem RZT des Röhrenknochens auf den Gehalt an Rezeptor-Tyrosin-Kinasen 
und Tumorsuppressorgenen und verknüpft die Ergebnisse mit den klinischen 
Verläufen der Patientendaten. Untersucht wurde auch die Lokalrezidivrate, weil 
eine mögliche Lokalrezidivprophylaxe durch neue diagnostische Methoden eine 
Amputation der betroffenen Region als ultima ratio vermeiden könnte. Ziel der 
Studie war es, potentielle Angriffspunkte für molekulare zielgerichtete Therapien 
zu evaluieren und einen Zusammenhang zwischen den untersuchten Faktoren 
und Lokalrezidiven , Metastasierung und Entartung aufzudecken. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1  Tumorkollektiv 
 
Untersucht wurde in Paraffin eingebettetes Tumorgewebe von 112 Patienten 
mit einem Riesenzelltumor, die in der Klinik und Poliklinik für Orthopädie der 
Universitätsklinik Münster behandelt wurden. Das Alter der Patienten betrug im 
Durchschnitt 35,4 Jahre. Im Rahmen der Studie wurde ein follow-up von bis zu 
15 Jahren (1989 bis 2004) erhoben. Die Proben dieser Patienten wurden am 
Gerhard-Domagk-Institut für Pathologie der Westfälischen Wilhelms-Universität 
Münster begutachtet.  
 
Die Einschlußkriterien für Patienten, die in diese Studie aufgenommen wurden, 
waren: 
 
• Zustand nach Riesenzelltumorresektion 
• Genügend beurteilbares tumoröses Gewebematerial für TMA 
• OP-Zeitraum zwischen 1989 und 2004 
 
 
2.2  Erstellung des Kollektivs und praktisches Vorgehen 
 
Zur Erstellung des Kollektivs wurde eine EDV-gestützte Datenbank aller im 
Rahmen der Studie zu berücksichtigenden Patienten erstellt. 
Ausgangssituation der zu erstellenden Datenbank war eine Liste, die die 
Journalnummer sowie Geburtsdaten aller Patienten, bei denen eine 
Riesenzelltumorresektion im Zeitraum von 1989 bis 2004 durchgeführt wurde, 
enthielt. Anhand der Journalnummern wurden zunächst die entsprechenden 
Patientendaten und Diagnosen mit Hilfe des Patientenverwaltungsprogrammes 
gesichtet.  
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Die Patientennamen, Geburtsdaten, deren zugehörige Journalnummer im 
Archiv, das Operationsdatum, Lokalisation des Tumors, die Befunde der 
pathologischen Untersuchung, das Auftreten von Rezidiven oder Metastasen. 
 
Anhand der in der Datenbank erfassten Journalnummern wurden alle 
zugehörigen Hämatoxylin-Eosin-Schnittpräparate der jeweiligen Patienten aus 
dem Archiv des Gerhard-Domagk-Institutes für Pathologie der Westfälischen 
Wilhelms-Universität Münster herausgesucht (s. Abb. 6 und Abb.7).  
 
 
 
 
 
Abbildung 6: Schnittpräparatarchiv des Gerhard-Domagk-Institutes für Pathologie 
 
 
Die Auswahl der geeigneten Schnitte und Biopsieareale erfolgte 
lichtmikroskopisch durch Prof. Dr. Bürger, Facharzt für Pathologie am Gerhard-
Domagk-Institut für Pathologie, Münster. Kriterium war ein ausreichender 
Gehalt des Präparats an repräsentativem Gewebe für das TMA-Verfahren. 
Nach der Erstellung des Kollektivs wurden die zugehörigen Paraffin-
Gewebeblöcke der zwei tumorreichsten HE-Schnittpräparate (bezogen auf 
jeweils einen Patienten aus dem Kollektiv) aus dem Paraffinblockarchiv 
herausgesucht.  
Alle anderen Schnittpräparate wurden ins Archiv zurücksortiert. 
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Abbildung 7: Paraffinblockarchiv des Gerhard-Domagk-Institutes für Pathologie 
 
 
Es folgte die erneute Begutachtung der Paraffinblöcke durch Prof. Dr. Bürger, 
Facharzt für Pathologie. Kriterium war wiederum der ausreichende Gehalt des 
Paraffinblockes an repräsentativem Gewebe für das Tissue-Micro-Array (TMA-
Verfahren). 
Von den geeigneten Blöcken des Kollektivs wurden Schnittpräparate hergestellt 
(s. Abb.8). 
 
    
 
Abbildung 8: Anfertigung eines Schnittpräparates mit Hilfe eines Mukotoms 
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Daraufhin erfolgte eine Hämatoxylin-Eosin Färbung der Präparate. Die Schnitte 
wurden jetzt noch mal von Prof. Dr. Bürger, Facharzt für Pathologie 
lichtmikroskopisch begutachtet und markiert, so dass man nun anhand der 
Markierung auf dem Schnitt am Paraffinblock die zu stanzende Stelle definieren 
konnte.   
 
 
2.3  Erstellung der Tissue Microarrays (TMA) 
 
Die Blöcke und Schnitte wurden nach der zuvor erstellten Datenmaske sortiert. 
Dabei wurde einem HE-Schnittpräparat der jeweilige Paraffinblock zugeordnet. 
Die Zuordnung in die Felder des Tissue Microarrays erfolgte nach folgendem 
Schema: 
 
Zielsetzung war die Anfertigung jeweils eines Primär- und 
Sekundärempfängerblockes, wobei der Sekundärblock eine Kopie des 
Primärblockes (bezogen auf das Tumorareal) darstellen sollte.  
Jeder Empfängerblock sollte maximal vierhundert Biopsien beinhalten. Diese 
wurden unterteilt in Blöcke mit jeweils einhundert Biopsien, jeweils mit den 
Buchstaben A-D markiert. Um eine eindeutige Zuordnung zu den 
Patientendaten zu ermöglichen, wurden die Reihen horizontal von 1-10 
durchnummeriert und vertikal wie bei einem Schachbrettmuster mit kleinen 
Buchstaben von a bis j versehen (s. Abb.9). 
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Abbildung 9: Detaillierte Darstellung eines beispielhaften Empfängerblockquadranten 
 
Von den so vorsortierten Blöcken wurden jeweils 2 Biopsien entnommen, indem 
man mit einem speziellen Stanzgerät (Beecher Instruments Micrarray 
Technology, Silver Spring, Maryland) aus dem einen Block tumoröses Material 
in einem Durchmesser von 0,6mm entnahm, das man in einen Empfängerblock 
nach vorher beschriebenem System einbrachte. 
So wurden insgesamt 560 Biopsien in den Empfängerblock eingebracht bei 112 
erfassten Patienten mit jeweils 5 entnommenen Biopsien. 
 
 
2.4 Immunhistochemische Färbung 
 
Von den erstellten Empfängerblockpaaren (Primär- und Sekundärblock) wurde 
jeweils ein Schnittpräparat angefertigt. Dieses wurde im Folgenden einer 
Hämatoxylin-Eosin-Färbung unterzogen. Nach Auswertung der 
Schnittpräparate durch Prof. Bürger wurde der Block eines jeden Blockpaares 
ausgewählt, der die höchste Tumordichte aufwies.  
Aus den zwei ausgewählten Paraffinblöcken wurden nun für die 
immunhistologische Färbung weitere Schnitte gewonnen.  
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2.5 Immunhistochemisches Färbeprotokoll 
 
Die zu untersuchenden Gewebeproben wurden für das immunhistochemische 
Färbeverfahren vorbereitet, indem sie in einer Schichtstärke von 4 µm auf 
Superfrost Plus Objektträger (Fa. Langenbrinck, Teningen, Deutschland) 
aufgebracht wurden und über Nacht bei 56°C in einem Brutschrank zur 
besseren Haltbarkeit des Schnittes während der weiteren Arbeitsschritte 
getrocknet wurden. Darauf folgte die Entparaffinisierung durch Einlegen des 
Präparates in Xylol für 20 Minuten und anschließendem Schwenken in einer 
absteigenden Alkoholreihe: 
 
2x 99%, 1x 96%, 1x 80%, 1x 70% , Aqua dest. 
 
Bei den Antikörpern HER-2/NEU, CD 117, p53 war es notwendig vor der 
Färbung eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung vorzunehmen, um die 
ursprüngliche Form der Proteine wiederherzustellen und ein eindeutiges 
Ergebnis der Färbung zu garantieren (s. Tabelle 1). Während der Fixierung, 
meistens mit Formalin, entstehen Aldehydvernetzungen, die eine Bindung des 
Antikörpers verhindern können. Ebenfalls kann sich die dreidimensionale 
Struktur eines Antigens so verändern, dass es für den Antikörper nicht mehr 
erkennbar sein kann (Antigenmaskierung). Die Vorbehandlung erfolgt im 
Anschluss an die Entparaffinierung, bevor der Primärantikörper aufgetragen 
wird. Dazu werden die Schnitte in eine mit Citratpuffer (pH 6,0) gefüllte Küvette 
gelegt. Diese wird dann in einen handelsüblichen Dampfgarer (Steamer, FA 
Braun) gestellt und verbleibt für 30 Minuten in dem auf ca. 99°C erhitzten Gerät. 
Bei dem Antikörpern EGFR wurde eine Gewebevorbehandlung mit dem Enzym 
Proteinase K vorgenommen, um ein besseres Färbeergebnis zu erzielen (s. 
Tabelle1). 
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Antikörper Hersteller Klon Verdünnung Vorbehandlung Spezies 
CD117 DAKO poly 1:100 Hitze Kaninchen 
EGFR Ventana mono 1:200 Proteinase Kaninchen 
HER-2/NEU DAKO poly 1:2000 Hitze Maus 
p53 DAKO mono 1:2000 Hitze Maus 
 
 
Tabelle 1: Reaktionsbedingungen der Antikörper 
 
Zur eigentlichen immunhistochemischen Darstellung wurden die Präparate im 
Dako-Immunfärbeautomaten (Dako REAL Detection System, Alkaline 
Phposphatase/RED, Rabbit/Mouse, Hamburg, FRG) weiterbehandelt (s. 
Abb.11). 
 
 
Abbildung 10 : DAKO- Immunfärbeautomat 
 
 
Das auf der LSAB-Methode (markiertes Streptavidin-Biotin) beruhende Kit (Fa. 
Dako, Hamburg, Deutschland) wird in einem Drei-Schritt-Verfahren eingesetzt. 
Zuerst wird das Gewebe mit einem optimal verdünnten primären Kaninchen- 
oder Mausantikörper für 25 Minuten inkubiert, danach mit dem sekundären 
Antikörper Dako REAL Link und zuletzt mit dem Dako REAL Streptavidin 
Alkaline Phosphatase für je 20 Minuten inkubiert. Die Reaktion wird mit dem 
ebenfalls im Kit enthaltenem RED Chromogen sichtbar gemacht, indem der 
Farbstoff zwei Mal für 8 Minuten zugegeben wird. Zur Kontrolle des 
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Farbergebnisses wird bei jedem Färbedurchlauf je eine als positiv und negativ 
bekannte Kontrollprobe mitgeführt. 
Die Substrat-Arbeitslösung erzeugt am Ort des vom primären Antikörpers 
erkannten Zielantigens ein kontrastreiches rotes Endprodukt. Nach dem 
maschinellen Färbevorgang erfolgt eine manuelle Gegenfärbung mit 
Hämatoxylin nach Mayer und ein anschließendes sogenanntes „Bläuen“ durch 
das Wässern des Schnittes für 5 Minuten unter Leitungswasser. Daraus 
resultiert ein kontrastreiches Farbergebnis. Die Zellkerne färben sich vor dem 
roten Hintergrund blau. Zum Schluß wird das Präparat in einer aufsteigenden 
Alkoholreihe und Xylol geschwenkt und mit Vitro Clud (Fa. Langenbrinck, 
Teningen, Deutschland) eingedeckt. 
 
 
2.6 Lichtmikroskopische Auswertung  
 
Im Anschluß an die immunhistochemischen Färbeprozeduren erfolgte die 
lichtmikroskopische Auswertung der behandelten Präparate. 
Bei HER-2/NEU, CD117 und EGFR wurde die membranöse als auch die 
zytoplasmatische Expression mit einem semiquantitativen Score von 0-3 (in 
Anlehnung an den HercepTest der Firma Dako) für jeden Tumor getrennt 
ausgewertet. Die Bewertungsanleitung schreibt vor, dass ein Score von 0 
vorlag, wenn keine oder weniger als 10% der Membran der Tumorzellen gefärbt 
waren. Bei einem Score von 1 hat eine schwache, inkomplette membranöse 
Färbung in mehr als 10% der Tumorzellen vorgelegen. Eine schwache bis 
mittelkräftige komplette Anfärbung der Tumorzellen war bei Score 2 zu 
verzeichnen, während bei Score 3 eine starke, komplette, membranöse 
Anfärbung bei mehr als 10% der Tumorzellen sichtbar war. Bei p53 wurde die 
nukleäre Expression gewertet. Tumoren mit einem Score größer als eins 
wurden positiv gewertet. Die Färbung der Riesenzellen wurde ebenfalls 
ausgezählt, aber nicht für die weiteren Untersuchungen herangezogen 
(Adamopoulos et al. 2006). 
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Da keine rein membranöse Expression bei der Färbung des HER-2/NEU 
nachweisbar war, wurde von einer Bewertung nach dem HercepTestscore 
(DAKO) abgesehen. In zuvor veröffentlichten Arbeiten wurde die Relevanz der 
zytoplasmatischen Expression in mesenchymalen TU für EGFR nachgewiesen 
(Kersting et al. 2006, Kersting et al. 2006, Kersting in press). 
 
2.6.1 Statistische Auswertung 
  
Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm SPSS (SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA) durchgeführt. Die Korrelationsanalyse wurde mit der 
bivariaten Korrelationsanalyse mit Bestimmung von Kendall-Tau durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Analyse des Patientenkollektivs 
 
Der Beobachtungszeitraum betrug im Mittel 73,7 Monate (Minimum 5,7 Monate, 
Maximum 229,2 Monate).  
 
Das Patientenkollektiv (n=112) bestand aus 56 Frauen und aus 56 Männern (s. 
Diagramm 1).  
 
Geschlechterverteilung
männlich
50%
weiblich
50%
männlich
weiblich
 
Diagramm 1: Geschlechterverteilung 
 
Das Durchschnittsalter lag bei 35,42 Jahren (Minimum 13 Jahre, Maximum 67 
Jahre). Die meisten Patienten waren zwischen 20 und 30 Jahre alt (33%), 
gefolgt von 30 bis 40 Jahre alten Patienten (19,6%) ; dann 40 bis 50 Jahre alten 
Patienten (18,8%). Jüngere Patienten zwischen 20 und 30 Jahren waren in 
etwa gleich oft vertreten (13%) wie ältere ab 50 Jahren (14%). Die jüngste 
Ausnahme bildete ein 13 Jahre altes Kind. 
 
 
   
 
 34 
 
 
Diagramm 2: Altersverteilung 
 
 
3.2 Immunhistochemische Ergebnisse 
 
3.2.1 Expression von EGFR und HER-2/NEU 
 
Bei HER-2/NEU und EGFR wurde die membranöse als auch die  
zytoplasmatische Expression mit einem semiquantitativen Score von 0-3 für 
jeden Tumor getrennt ausgewertet. Die Färbung der Riesenzellen wurde der 
Vollständigkeit halber mitausgezählt, aber nicht für die weiteren 
Untersuchungen herangezogen. 
Die Expression von EGFR war diffus zytoplasmatisch, relativ einheitlich und 
insgesamt schwach und erfüllte in keinem Fall die geforderten Kriterien für 
Positivität (s. Abb. 12). 92,8% (104 Fälle) des Stromas wies keine Expression 
auf, nur 1,8% war gering gefärbt (2 Fälle) mit einem Score von 1. Kein 
Tumorgewebe war mittel oder stark gefärbt (Score 2 und 3). Kein eindeutiges 
Färbeergebnis, entweder aufgrund Abschwimmens einzelner 
Stanzzylinderanschnitte oder nicht repräsentativen Gewebes im Anschnitt, war 
bei 5,4% (6 Fälle) des Stromas zu verzeichnen (s. Tabelle 2 und Diagramm 3). 
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Von den Riesenzellen waren 56,3% (63 Fälle) nicht gefärbt, 16% des Gewebes 
war schwach gefärbt bei einem Score von 1, 8% waren mittelgradig gefärbt bei 
einem Score von 2 und 19,6% waren nicht zu bewerten (s. Tabelle 2). 
 
n  
(112) 
Score 
 0 
Score 
 1 
Score 
 2 
Score 
 3 kein Ergebnis 
Stromazellen 104 2 0 0 6 
Riesenzellen 63 18 9 0 22 
 
Tabelle 2: Ergebnisse von EGFR bezogen auf den Tumorscore 
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Diagramm 3: Expression von EGFR nach immunohistochemischer Untersuchung 
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Abbildung 11: Die immunhistochemische Färbung mit Antikörper gegen den epidermalen 
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) zeigt keine Expression in Stroma- und Riesenzellen 
(20x Objektiv)  
 
Die Analyse der Rezidive in Korrelation mit der Expression von EGFR ergab, 
dass keine Patienten mit Rezidiv eine gesteigerte Expression von EGFR hatten 
(0 von 2 Patienten). Von den restlichen 104 Patienten ohne EGFR Expression 
erlitten 24 Rezidive (s. Tabelle 3). 
 
 Rezidive   
EGFR ohne mit  
Score 0 80 24 104 Pat. Insges. 
Score 1 2 0 2 Pat. Insges. 
 
Tabelle 3: Rezidive bei EGFR 
 
Für HER-2/NEU war ebenfalls keine Expression nachweisbar (s. Abb.13). Keine 
der untersuchten Zellen, weder die Riesenzellen, noch das Stroma zeigten 
nach dem immunhistochemischen Färbeprozess eine Expression von HER-
2/NEU (100% negativ, 0% positiv). 
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Abbildung 12: In der immunhistochemischen Färbung mit Antikörper gegen HER-2/NEU 
hier kein Nachweis einer Proteinexpression. (Vergrösserung: 20x Objektiv). 
 
Die bivariate Korrelationsanalyse mit Bestimmung von Kendall-Tau ergab, dass 
keine Korrelation der vorliegenden klinischen Daten mit der analysierten 
Proteinexpression von EGFR oder HER-2/NEU vorlag. 
 
 
3.2.2 Expression von CD117 
 
Die Quantifizierung der Expression von CD117 im Tumorgewebe ergab 
folgende Befunde: 70,5% (79 Fälle) der Tumoren zeigten keine Expression von 
CD117 im Stromakompartiment (Score 0). Bei 25,8% (29 Fälle) war eine 
schwache Färbung (Score 1) erkennbar. Kein eindeutiges Färbeergebnis war 
bei 3,6% (4 Fällen) zu verzeichnen (s. Abb. 14). Da nur die Tumoren als 
eindeutig positiv gewertet wurden, bei denen mindestens 10% der Tumorzellen 
mittelstark gefärbt waren (Score 2), ist keiner der untersuchten Tumoren als 
positiv einzustufen (s. Tabelle 4 und Diagramm 4). 
Bei den Riesenzellen waren 14,3% (16 Fälle) nicht gefärbt, 33% (37 Fälle) 
schwach gefärbt (Score1), 35,7% (40 Fälle) mittelstark gefärbt (Score 2) und 
1,8% (2 Fälle) stark gefärbt (Score 3). Kein eindeutiges Ergebnis war in 15% 
(17 Fälle) der untersuchten Riesenzellen zu erheben. Die Färbung der 
Riesenzellen wurde der Vollständigkeit ebenfalls ausgezählt, aber nicht für die 
weiteren Untersuchungen herangezogen. 
 
 
   
 
 38 
 
 
 
Tabelle 4: Ergebnisse von CD117 bezogen auf den Tumorscore 
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Diagramm 4: Expression von CD 117 nach immunhistochemischer Untersuchung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
n 
(112) 
Score 
0 
Score 
1 
Score 
2 
Score 
3 kein Ergebnis 
Stroma 79 29 0 0 4 
Riesenzellen 16 37 40 2 17 
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Abbildung 13: Immunhistochemische Färbung mit Antikörper gegen CD117 (c-kit) zeigt 
keine Expression in den Stromazellen (Vergrößerung: 20x Objektiv) 
 
In der Kreuztabelle (Tabelle 5) aus geringer, fraglich unspezifischer CD117 
Expression (Score 1) und Auftreten von Rezidiven ist ersichtlich, dass 7 von 29 
Tumoren mit Rezidiv eine schwache Färbung (Score1) von CD117 aufwiesen. 
 
 Rezidive   
CD117 ohne mit  
ohne 62 17 79 Pat. Insges. 
mit 22 7 29 Pat. Insges. 
 
Tabelle 5: Rezidive bei CD117 
 
Die bivariate Korrelationsanalyse mit Bestimmung von Kendall-Tau ergab, dass 
eine Korrelation der vorliegenden klinischen Daten mit der analysierten 
Proteinexpression von CD117 nicht nachweisbar war. 
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3.2.3 Expression von p53 
 
Bei der immunhistochemischen Färbung mit Antikörper gegen p53 wurde 
lediglich die nukleäre Expression der Stromazellen gewertet. Tumoren, die in 
mehr als 10% der Zellen eine Färbung aufwiesen, wurden als positiv gewertet. 
Dabei zeigten 34,8% (39 Tumore) des Stromas keine Expression (Score 0), 
32% (36 Tumore) eine schwache (Score 1), 27,7% eine mittlere (Score 2) und 
keine Tumoren eine starke Expression (s. Abb. 15). Kein eindeutiges Ergebnis 
war bei 5% (6 Fälle) zu verzeichnen. Es lag also eine p53 Expression in fast 
30% der Fälle vor (s. Tabelle 5 und Diagramm 5). Die Riesenzellen waren in 
43,8% der Tumoren nicht angefärbt (49Fälle). 26,8% (30 Fälle) waren schwach 
gefärbt (Score 1), 17% (19 Fälle) mittel (Score 2) und keine stark gefärbt (Score 
3). Kein eindeutiges Färbeergebnis lieferten 12,5% (14 Fälle). Die Färbung der 
Riesenzellen wurde nicht für die weiteren Untersuchungen herangezogen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
N  
(112) 
Score  
0 
Score 
1 
Score 
2 
Score 
3 kein Ergebnis 
Stroma 39 36 31 0 6 
Riesenzellen 49 30 19 0 14 
 
Tabelle 6: Ergebnisse von p53 bezogen auf den Tumorscore 
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Diagramm 5: Expression von p53 nach immunohistochemischer Untersuchung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 14: Kräftige nukleäre Expression von p53 in der Mehrzahl der Stromazellen 
eines untersuchten Riesenzelltumors (Vergrößerung:20x Objektiv) 
 
Von den 31 Patienten mit einer positiven Expression bei p53 erlitten 5 Patienten 
ein Rezidiv. Von den insgesamt 39 Patienten ohne eine p53-Expression (Score 
0) wiesen 9 Patienten ein Tumorrezidiv auf (s. Tab. 6). 
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 Rezidive   
p53 Expression ohne mit  
positiv 30 9 39 Pat. Insges. 
negativ 26 5 31 Pat. Insges. 
 
Tabelle 7: Rezidive bei p53 
 
Die bivariate Korrelationsanalyse mit Bestimmung von Kendall-Tau ergab, dass 
die vorliegenden klinischen Daten mit der analysierten Proteinexpression von 
p53 nicht korrelierten. 
 
 
3.3 Durchgeführte Therapie  
 
Bei nahezu allen Patienten wurde eine sogenannte intraläsionale Kürettage 
vorgenommen (95%). Lediglich bei 6 (5%) Patienten wurde eine sogenannte 
weite Resektion durchgeführt. Zusätzlich wurde zum Auffüllen des Defektes 
beim Ersteingriff in 65,5% der Fälle Palacos (51 Patienten, n= 78) eingebracht. 
Dabei handelt es sich um ein polymeres Methylmethacrylat (PMMA), das häufig 
zur Infektionsprophylaxe in Kombination mit einem Antibiotikum wie 
Gentamycin eingesetzt wird. Bei 27 Patienten (34,6%) wurde beim 
Primäreingriff entweder nur reseziert (13 Patienten, 16%) oder direkt Spongiosa 
(8 Patienten, 10 %), eine Endoprothese (6 Patienten, 8%) oder das 
Knochenersatzmaterial Pyrost (1 Patient, 1,3%) implantiert. Von diesen 27 
Patienten, die nicht routinemäßig mit PMMA versorgt wurden, erlitten später 
insgesamt 44,4% ein Rezidiv (12 Patienten). Im gesamten Kollektiv erlitten nur 
24 Patienten ein Rezidiv. Von diesen 24 Rezidivfällen im gesamten Kollektiv 
war also die Hälfte anders als mit PMMA behandelt worden (12 Patienten).  
Eine adjuvante Strahlentherapie wurde in 2 Fällen (1,8%) durchgeführt. Diese 
beiden Patienten wiesen im Beobachtungszeitraum kein Rezidiv auf. Eine 
Chemotherapie wurde in keinem der Fälle durchgeführt. 
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3.4 Metastasierung- und Rezidivrate 
 
In keinem Fall entwickelte sich eine Entartung in ein Sarkom. Zwei Patienten 
entwickelten Metastasen (1,8%). Jedoch war kein Fall während des 
Beobachtungszeitraums letal. 
Eine lokales Rezidiv trat bei 24 Patienten auf (s. Diagramm 7). 
 
Rezidivverteilung
112 Patienten 
ohne Rezidiv
79%
Rezidive
21%
112 Patienten ohne
Rezidiv
Rezidive
 
 
Diagramm 6: Rezidivverteilung im Kollektiv 
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4 Diskussion 
 
Das therapeutische Vorgehen bei ossären Riesenzelltumoren ist auch heute 
schwierig, da diese ein lokal aggressives Wachstum aufweisen, metastasieren 
können und sekundär in ein hochmalignes Sarkom transformieren können. 
Leider sind bis heute keine geeigneten prognostischen Faktoren bekannt, 
welche es dem Pathologen erlauben, sichere Aussagen über ungünstiges 
Wachstumsverhalten, Rezidivgefahr oder Metastasierung zu treffen. 
Die Fortschritte in der Molekularbiologie sowie die Entschlüsselung des 
humanen Genoms bieten in jüngerer Zeit zahlreiche Marker, die für die 
Entschlüsselung der Tumorgenese relevant sein könnten. Bisher war es 
allerdings logistisch und ökonomisch sehr aufwendig, die Relevanz eines 
Markers zu überprüfen, da hierzu immunhistochemische 
Untersuchungsmethoden in statistisch ausreichender Anzahl erforderlich sind. 
Das 1998 erstmals veröffentlichte Tissue Microarray Verfahren (Kononen et al. 
1998) ermöglicht es nun molekulare Marker mit deutlich geringerem Aufwand 
als bisher auf ihre prognostische und prädiktive Relevanz zu „screenen“. 
Die vorliegende Arbeit nutzt dieses Verfahren, um die prognostische Relevanz 
der Tyrosinkinasen EGFR, HER-2/NEU und CD117, sowie des 
Tumorsuppressors p53 bei ossären Riesenzelltumoren zu prüfen und 
Angriffspunkte für molekulare zielgerichtete Therapien zu evaluieren. 
Die Daten des hier ausgewählten Patientenkollektives entsprechen denen aus 
der Literatur. Die Geschlechterverteilung in dieser Studie lag bei 1:1, das 
bedeutet 56 Frauen und 56 Männer waren betroffen. Campanacci beschrieb in 
seiner Studie von 1990 ein ähnliches Verhältnis – jedoch mit einem 
geringgradig größerem Frauenanteil (52,5%) (Campanacci 1990). In der 
Literatur wurde häufig eine ungeklärte weibliche Dominanz bei RZT 
beschrieben, die in der vorliegenden Studie nicht bestätigt werden konnte, da 
hier die Geschlechterverteilung gleich war. Im Gegensatz dazu beschrieben 
Goldenberg et al. 125 weibliche Fälle und 93 männliche (1970); Dahlin und 
Unni (1986) schilderten 240 weibliche und 185 männliche Fälle; Huvos (1991) 
beschrieb 147 weibliche und 118 männliche Fälle. 
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Keine Besonderheiten bei der Analyse des Patientenkollektives dieser Studie 
sind bezüglich des Alters der betroffenen Patienten aufgetreten. In der Literatur 
wurde beschrieben, dass skelettal ausgewachsene Patienten betroffen sind 
(Goldenberg et al. 1970). In einer Studie von Schajewicz et al. (1981) waren die 
meisten Patienten zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr (61%), 36 Patienten 
waren über 50 (9%), der älteste war 68 Jahre alt (Schajowicz 1981). Im 
Vergleich liegt das Durchschnittsalter dieser Studie bei 35,4 Jahren. Das 
bedeutet die meisten Patienten waren zwischen 20 und 30 Jahre alt (33%, 37 
Patienten). Es lag eine für ossäre Riesenzelltumore charakteristische 
Altersverteilung vor, wie sie in der Literatur beschrieben wird (Campanacci et al. 
1987, Dorfman et al. 1998, Schajowicz 1994, Unni et al. 1996).  
Der Riesenzelltumor ist keine konstant benigne Läsion (Nelaton 1860, Gross 
1879, Bloodgood 1923, Schajowicz 1981). Der Autor Jaffe stellte (1953b, 1958) 
fest, dass man „unglücklicherweise anhand des histologischen Schemas nicht 
vorhersehen kann, welcher “ Tumor „metastasieren wird“. Er bezeichnet den 
RZT als „trügerisch“, weil in 4 Fällen Lungenmetastasen bei Patienten auftraten, 
ohne dass der primäre RZT jemals histologisch maligne Anzeichen hatte. 
Dieses beschrieben auch andere Autoren (Finch et al. 1926, Dyke 1931, 
Murphy et al. 1956, Jewell et al. 1964, Spjut et al. 1971, Pan et al. 1964,Lasser 
et al. 1957, Gresen et al. 1973, Maloney et al. 1983, Vanel et al. 1983, Bertoni 
et al. 1985,1988, Wray et al. 1990).  
In dieser Studie war die Metastasierungsrate sehr gering bei 1,8%, d.h. nur 2 
von 112 Patienten waren betroffen. Diese beiden Fälle unterschieden sich nicht 
von den anderen Patientenfällen. Es gab auch keine bedeutende 
Überexpression der untersuchten Faktoren bei diesen Fällen. Aufgrund der 
insgesamt fehlenden Korrelation der untersuchten immunohistochemischen 
Daten mit den klinischen Werten, ist auch hier im Speziellen keine 
prognostische Wertung zur Metastasierung dieser Fälle möglich. Die Analyse 
dieser beiden Ausnahmen dieser Studie von Riesenzelltumoren mit Metastasen 
entspricht der Meinung der meisten Autoren (Spjut et al. 1971, Goldenberg et 
al. 1970, McGrath 1972, Larsson et al. 1975, McInerney et al. 1978), dass 
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aggressive oder offenkundig maligne RZT histologisch nicht auf den ersten 
Blick von den gutartigen differenzierbar sind. 
Die Autoren Unni et al. (1995) beschrieben ebenso, dass sie keine Möglichkeit 
gefunden haben, das Auftreten von Metastasen und Rezidiven bei benignen 
RZT vorherzusagen. Ebenso ist es durch die vorliegende Studie nicht gelungen, 
eine prognostische Relevanz der Faktoren EGFR, HER-2/NEU, CD117 oder 
p53 in Hinblick auf die Metastasierungsrate zu belegen, da keine Korrelation 
gegeben war. 
In Studien wie denen von Meary et al. (1975) und Spjut et al. (1971) wurde 
behauptet, dass in nahezu 10% der Fälle maligne Erscheinungen auftreten. Die 
vorliegende Studie zeigt ein anderes Ergebnis. Keine maligne Entartung ist 
aufgetreten. Nur in zwei Fällen waren Metastasen vorhanden. Zur Diskussion 
steht, ob in den obengenannten Studien eine initial falsche Diagnose (RZT 
eigentlich ein Osteosarkom oder ein fibröses Histiozytom) der Grund für ein 
ungewöhnlich gehäuftes Metastasierungsmuster bei Riesenzelltumoren war 
(Unni 1995). 
Die Rezidivrate betrug in der vorliegenden Studie 21% (n=112, 24 Patienten). 
Autoren wie Capanna et al. (1990) fanden bei einer Metaanalyse 
unterschiedlicher Behandlungsstrategien die deutliche Minderung der 
Lokalrezidivrate (3% von 33 Patienten, insges. 677 Patienten) durch die 
Kombination von Phenolspülungen mit PMMA-Plombe. Der Einsatz von PMMA 
zum Auffüllen des Defektes ermöglicht das frühe Erkennen des Rezidives und 
verbessert so die Prognose (Pingsmann 1997). In der vorliegenden Studie 
wurde PMMA in 51 von insgesamt 78 Fällen unmittelbar als Defektdeckung 
eingesetzt. Der Rest (34 Patienten) der 112 Patienten war aus den Akten nicht 
ersichtlich. Eine deutliche Reduzierung der Rezidivrate durch den Einsatz von 
PMMA nach einer Resektion haben wir in unserer Studie ebenso wie die 
Autoren O´Donnell et al. (1994) festgestellt. Diese berichten über eine 
durchschnittliche Rezidivrate von 8,4% (Bereich 0-29%, n= 270, >2 Jahre 
postoperativ) nach Kürettage mit Zementauffüllung, wohingegen eine alleinige 
intraläsionale Kürettage ohne PMMA eine durchschnittliche Rate von 37% 
(Bereich 7-47%, n = 553, >2 Jahre postoperativ) hat. Ein ähnliches Ergebnis 
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liegt auch nach unseren Untersuchungen vor. Eine durchschnittliche 
Rezidivrate von 44,4% bei den 27 Patienten, die ohne PMMA behandelt 
wurden. Bei den aus den Akten ersichtlichen 51 Patienten, die mit PMMA 
behandelt wurden hatten 23,5% ein Rezidiv. Insgesamt hatten von den 112 
Patienten 21% ein Rezidiv. Ob letztlich das Monomer oder die 
Polymerisationswärme entscheidend zum Erfolg beiträgt, muss derzeit offen 
bleiben (Charnley 1970, Hovy et al. 1994, Linder et al. 1976, Willert et al. 1979). 
In der Literatur wird beschrieben, dass die Lokalrezidivrate u.a. von der 
Lokalisation, einer pathologischen Fraktur und insbesondere der Radikalität des 
primären chirurgischen Vorgehens abhängt (O´Donnell et al. 1994, Campanacci 
et al.1987, McDonald et al.1986). Auch die Autoren Guo et al. (2006) 
analysierten die entscheidenden Aspekte in der Behandlung des RZT, die die 
Rezidiv- und Metastaserate senken könnten. Sie fanden heraus, dass 
entscheidend für den Erfolg die chirurgische Methode ist. Eine vergleichsweise 
höhere Rezidivrate von 18,8% ist bei der alleinigen Kürettage des RZT zu 
erwarten im Vergleich zur En-bloc- Resektion mit einer Rezidivrate von 6,3%. In 
dieser Studie hatten von den 24 Rezidivfällen 23 Patienten eine intraläsionale 
Exzision und nur 1 Patient eine En-Bloc-Resektion, was die hohe Rezidivrate 
erklären könnte. Trotzdem hat sich die intraläsionale Exzision als Methode der 
Wahl durchgesetzt, da so ein Gelenkerhalt möglich ist (Gitelis et al. 1993).  
Der Nachweis einer Überexpression des EGFR, v.a. aber des HER-2/NEU hat 
heute in der Tumortherapie einen großen diagnostischen Stellenwert, trägt zur 
Prognosebestimmung bei und hat entscheidende therapeutische 
Konsequenzen (Rusnack et al. 2001, Bonner et al. 2000, Gibbs et al. 2000). 
Desweiteren ist der Einsatz von Cetuximab oder Gefitinib bei Überexpression 
von EGFR bei bestimmten Tumoren beschrieben worden (Sirotnak et al. 2000, 
Baselga et al. 1993). Eine Reihe von Studien zeigt aber auch, dass malignes 
Wachstum und therapeutische Erfolge auf der Basis der Überexpression nur 
eines Rezeptors, wie des HER-2/NEU im Mammakarzinom, nicht sicher 
vorhergesagt werden können. Aber in einer multivariaten Analyse konnte die 
Kombination von EGFR und HER-2/NEU als unabhängiger prognostischer 
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Parameter für das krankheitsfreie und das Gesamtüberleben herausgestellt 
werden (Tsutsui 2003). 
Ziel dieser Studie war es, die therapeutische Relevanz von EGFR und HER-
2/NEU im Zusammenhang mit ossären Riesenzelltumoren zu klären. Die 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass 92,8% (104 Fälle) des 
Stromas keine Expression aufwies. Nur 1,8% war gering gefärbt (2 Fälle) mit 
einem Score von 1. Kein Tumorgewebe war mittel oder stark gefärbt (Score 2 
und 3). Kein eindeutiges Färbeergebnis war bei 5,4% (6 Zellen) des Stromas zu 
verzeichnen. Zusammenfassend ist festzustellen, dass keine Expression von 
EGFR bei Riesenzelltumoren zu verzeichnen war. Die Analyse der Rezidive in 
Korrelation mit der Expression von EGFR ergab, dass keine Patienten mit 
gesteigerter EGFR Expression ein Rezidiv hatten (0 von 2 Patienten). Die 
bivariate Korrelationsanalyse mit Bestimmung von Kendall-Tau ergab, dass 
keine Korrelation der vorliegenden klinischen Daten mit der analysierten 
Proteinexpression von EGFR vorlag. 
Da es zum heutigen Wissensstand keine vorher veröffentlichte Literatur zur 
Expression von EGFR bei RZT gibt, sind die Werte dieser Studie nicht 
vergleichbar. Der Vergleich des hier vorliegenden negativen Ergebnisses bei 
Riesenzelltumoren steht überraschenderweise im Kontrast zu den positiven 
Ergebnissen bisheriger Publikationen, die bei anderen mesenchymalen 
Tumoren (Osteosarkomen, Knochentumoren, Weichteiltumoren) in jedem Fall 
eine Expression oder eine Überexpression von EGFR dargestellt haben (Oda et 
al.1995, Duda et al.1993, Nielsen et al. 2003, Gusterson et al. 1985, Witlox et 
al. 2002, Gerharz et al. 2000, Beech et al.1998, Fishman et al. 1997, De 
Giovanni et al.1996). Eine Erklärung für unterschiedliche Ergebnisse mehrerer 
Studien zu ähnlichen Themen, ist auch eine mögliche  Verfahrensdiskrepanz 
oder die Verwendung anderer Antikörper, d.h. dass die Evaluation der 
immunohistochemischen Ergebnisse unter anderen Kriterien stattgefunden hat. 
Allgemein ist ein immunhistochemischer Nachweis des HER-2/NEU 
Expressionslevels Routine in der Diagnostik des Mammakarzinoms, da diese 
Methode einfacher und schneller anzuwenden und mit geringeren Kosten 
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verbunden ist (Hammock et al. 2003) als z.B. die Fluoreszenz in situ 
Hybridisierung (FISH).  
Zur unterschiedlichen Evaluierung der Färbung kann man sagen, dass in 
unserer Studie eine schwache Expression von CD117 im Stroma mit „+1“ 
bewertet wurde, wohingegen diese Bewertung vielleicht von den 
obengenannten Autoren höher bewertet worden wäre. Aber die EGFR 
Expression war fast ausschließlich negativ (92,8%). Bei Negativität ergibt sich 
höchste Konkordanz, die eine unterschiedliche Bewertung verschiedener 
Autoren ausschließt. Interessant ist, dass die EGFR Expression beim 
Riesenzelltumor eine vollkommen gegensätzliche Expression zeigte als in 
anderen mesenchymalen Tumoren, was von zukünftigen Studien noch weiter 
zu untersuchen sein wird. Das Fazit dieser Studie ist aber, dass die erhaltene 
negative EGFR-Expression die Therapierelevanz für Riesenzelltumoren negiert. 
Da auch keine erhöhte EGFR-Expression bei den Rezidiven vorlag, ist diese 
Tyrosinkinase auch nicht zur prognostischen Beurteilung eines 
Riesenzelltumors heranzuziehen. 
Ähnliches gilt für die Relevanz von HER-2/NEU bei Riesenzelltumoren, die in 
der vorliegenden Studie 100% negativ war. Also gab es keine positive 
Expression, definiert als mittlere (Score 2) oder starke Färbung (Score 3) der 
Membran in mindestens 10% der Zellen. 
Es gibt jedoch auch hier keine neuere Literatur, die den Zusammenhang dieser 
Tyrosinkinase mit Riesenzelltumoren herstellt, während sich viele Autoren in 
jüngster Zeit mit der Relevanz dieses Faktors bei anderen Tumoren wie den 
Osteosarkomen beschäftigt haben (Onda et al. 1996, Gorlick et al. 1999, 
Kilpatrick et al. 2001, Maitra et al.2001, Akatsuka et al. 2002, Thomas et al. 
2002, Zhou et al. 2003, Anninga et al. 2004, Tsai et al. 2004). Dabei ist der 
Einfluß von HER-2/NEU auf die Pathogenese keineswegs eindeutig, da sich die 
Studien weitestgehend widersprechen. Die Expression von HER-2/NEU ist bei 
einigen Studien positiv (Akatsuka et al.2002) und bei anderen negativ (Anninga 
et al. 2004). Von Gorlick et al. wurde HER-2/NEU als prognostischer Faktor bei 
Osteosarkomen gewertet und eine adjuvante Therapie mit dem  monoklonalen 
Anti-HER2 Antikörper namens Herceptin (Gentech, San Francisco, CA) sollte 
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in Betracht gezogen werden (Gorlick et al. 1999). Das Ziel der vorliegenden 
Arbeit war es, die prognostische Relevanz dieses Faktors bei ossären 
Riesenzelltumoren und Angriffspunkte für molekulare zielgerichtete Therapien 
wie mit dem obengenannten Herceptin zu evaluieren. Da 100% der Zellen 
keine Expression von HER-2/NEU aufwiesen, ist dieser Faktor nicht zur 
Therapeprädiktion bei Riesenzelltumoren des Skelettsystems heranzuziehen. 
Dabei müssen zukünftige Studien zeigen, ob sich das komplett negative 
Ergebnis dieser Studie bewahrheitet. Wie oben ist aber eine 
Bewertungsdiskrepanz bei einem komplett negativen Ergebnis nicht zu 
erwarten. 
Seit den Erkenntnissen um die mögliche Heilung des gastrointestinalen 
Stromatumors mit Imatinib, einem Inhibitor von CD117 sind noch andere 
Tumoren in den Fokus des therapeutischen Interesses gerückt. Die vorliegende 
Arbeit beurteilt die Therapieprädiktion von CD117 bei Riesenzelltumoren und 
hat ergeben, dass 70,5% (79 Fälle) des Stromas keine Expression des 
Antikörpers CD117 zeigten (Score 0). Bei 25,8% (29 Fälle) des Stromas war 
eine schwache Färbung (Score 1) erkennbar. Kein eindeutiges Färbeergebnis 
war bei 3,6% (4 Fällen) zu verzeichnen. Da nur die Tumoren als eindeutig 
positiv gewertet wurden, bei denen mindestens 10% der Zellen mittelstark 
gefärbt waren (Score 2), war auch hier das Ergebnis negativ. Es waren keine 
Stromazellen mittelstark gefärbt. 
Dieses Ergebnis deckte sich dabei mit einem Teil der jüngsten Erkenntnisse in 
der Literatur, die den Einfluss von CD117 auf ossäre Riesenzelltumore 
hinterfragt, weil diese kontrovers sind. 
Eine Studie von Gattei et al. (1996) fand mit Hilfe von immunohistochemischen 
Verfahren eine CD117 Expression in vom Knochenmark abstammenden 
präosteoklastischen mononukleären Zellen und in multinukleären Osteoklasten 
des Riesenzelltumors (s. Abb.16). 
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Abbildung 15: Schema der Osteoklastendifferenzierung 
 
CD117 ist in pluripotenten Stammzellen der Hämatopoese vorhanden (Orkin 
2000). Eine in vitro Studie von Yamazaki et al. (2001) demonstrierte, dass die 
Osteoklastendifferenzierung aus Vorläuferzellen sowohl in CD117-abhängigen 
als auch in CD117-unabhängigen Zellarten auftreten kann. 
Eine weitere Studie von Haydon et al. (2003) fand heraus, dass in 10 
untersuchten Riesenzelltumoren alle eine starke CD117 Expression aufwiesen. 
Hingegen fanden Ramos et al. (2005) das Gegenteil: 100% der 35 
Riesenzelltumore bei Ramos et al. wurden negativ auf eine CD117 Expression 
getestet (Ramos et al. 2005). Zu diesem komplett negativen Ergebnis kommt 
auch die vorliegende Studie. 
Als Erklärung für diese Diskrepanz haben einige Autoren gezeigt, dass ein 
immunhistochemischer Nachweis für CD117 konzentrationsabhängig sein kann 
(Lucas et al. 2003, Hornick et al. 2003, Ramos et al. 2005). In dieser Studie 
wurde eine Verdünnung des Faktors von 1:100 gewählt. Obengenannte 
Autoren haben Verdünnungen von 1:25, 1:50, 1:100 oder 1:200 getestet. Der 
Hersteller empfiehlt eine Verdünnung von 1:200 (DAKO Corporation, 
Carpinteria, CA). Bei diesem Verhältnis wurde von Ramos et al. (2005) ein 
Verlust der CD117-Expression berichtet. Das Labor des Gerhard-Domagk-
Institutes für Pathologie der Westfälischen Wilhelms-Universität in Münster hat 
den Richtwert des Herstellers auf ein Verhältnis von 1:100 reduziert, da hier die 
besten Ergebnisse getestet wurden. 
Eine mögliche Verfahrensdiskrepanz kann auch hier erklärend für die 
unterschiedlichen Ergebnisse sein. In der vorliegenden Studie wurden 29 Fälle 
als schwach gefärbt mit Score 1 evaluiert, die andere Autoren evtl. höher 
eingestuft hätten. Bei Vernachlässigung der Uneinheitlichkeit der Verfahren, 
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kann man sagen, dass diese Arbeit das bereits vorliegende Ergebnis der Studie 
von Ramos et al. (2005) bestätigt hat. Diese Studie wie auch die von Ramos et 
al. deutet auf keine Therapierelevanz von CD117 bei ossären 
Riesenzelltumoren hin. 
Basierend jedoch auf den obengenannten Ergebnissen der Studien von Gattei 
et al. (1996) und Yamazaki et al. (2001) bleibt die Frage des  Einflusses von 
CD117 auf ossäre Riesenzelltumore  immer noch relevant. Für zukünftige 
Studien sind weitere ausführliche Analysen wie z.B. ein CD117 
Genmutationstest sinnvoll, um die Präsenz einer CD117 Alteration in 
Riesenzelltumoren zu erforschen (Ramos et al. 2005). 
Ein weiteres Ziel dieser Studie war es eine mögliche immunhistochemische 
Expression des Tumorsuppressorgens p53 in Riesenzelltumoren zu evaluieren, 
um eine präzisere Aussage bezüglich der Prognose dieser Tumoren zu 
ermöglichen (de Souza et al. 1999, Krober et al. 1998, Rao et al. 2004). Die 
Ergebnisse aus der Literatur diesbezüglich sind widersprüchlich. 
In dieser Studie hatte 34,8% (39 Fälle) des Stromas keine Expression bei der 
p53 Testung (Score 0), 32% (36 Zellen) eine schwache (Score 1), 27,7% eine 
mittlere (Score 2) und kein Tumorgewebe eine starke Expression. Kein 
eindeutiges Ergebnis war bei 5% (6 Fälle) zu verzeichnen. Es lagen also eine 
positive p53 Expression bei 27,7% der Stromazellen vor. Auch in anderen 
Studien waren die untersuchten Riesenzelltumoren in ähnlicher 
Größenordnung positiv bei 21,4% von 14 untersuchten Tumoren, so dass 
hier die Schlußfolgerung war, dass p53 Alterationen einen Einfluss auf die 
Tumorgenese von Knochentumoren haben (Zhou et al. 1997, Rao et al. 
2005). Im Gegensatz dazu zeigten andere Studien, dass keiner der 
untersuchten Tumoren p53 immunoreaktive Zellen aufwies (Krober et 
al.1998, de Souza 1999). 
Zur Diskussion steht also, ob eine immunhistochemische p53 Auffälligkeit bei 
Riesenzelltumoren wie sie in der vorliegenden Arbeit festgestellt wurde, eine 
Veränderung in der Fähigkeit zur Genreparatur bedeutet, so dass evtl. andere 
Proteine eher mutieren könnten und eine maligne Transformation eines 
benignen Tumors wie dem Riesenzelltumor wahrscheinlicher wird. Eine aktuelle 
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Studie zeigte eine Korrelation zwischen maligner Transformation von 
Riesenzelltumoren und einer p53 Mutation (Oda et al. 2001). Im Rahmen der 
vorliegenden Studie war es nicht möglich, den Zusammenhang zwischen 
maligner Transformation und p53 Mutation weiter zu analysieren, da in allen 
112 untersuchten Fällen keine maligne Transformation stattgefunden hat. 
Fraglich ist, ob aufgrund keiner malignen Entartung in unseren Fällen trotz der 
positiven p53 Expression bereits ein Zusammenhang als widerlegt gesehen 
werden kann. 
Masui et al. (1998) berichteten über eine Korrelation zwischen 
immunohistochemisch positiver p53 Expression und Lokalrezidiven, bzw. 
Lungenmetastasen. Die vorliegende Arbeit kann diese Korrelation nicht 
bestätigen, da in dieser Studie keine Korrelation der klinischen Daten mit den 
immunohistochemischen Ergebnissen nachweisbar war. Von den 31 Patienten 
mit einer positiven Expression bei p53 hatten 5 Patienten ein Rezidiv aber auch 
9 Patienten ohne p53 Expression hatten ein Rezidiv. Nur 2 der 112 Fälle 
(entspricht 1,8%) waren metastasiert und davon war ein Fall p53 positiv und ein 
Fall nicht bewertbar, weil das Tumorgewebe auf dem Objektträger 
abgeschwommen war. Aus diesen Werten war keine Prädiktion für 
Rezidivierung oder Metastasierung des Riesenzelltumors bei positiver p53 
Expression möglich. 
Abschließend kann man sagen, dass der Einfluss von p53 auf die Pathologie 
des Riesenzelltumors noch nicht ausreichend geklärt ist und durch die 
vorliegende Arbeit keine Therapieprädiktion bezüglich einer erhöhten p53 
Expression beim Riesenzelltumor aufgrund von mangelnder Korrelation möglich 
ist. Das Ergebnis entspricht jedoch den Ergebnissen in der Literatur, die eine 
positive p53 Expression bei Riesenzelltumoren aufzeigten. 
Da manche Tumoren eine heterogene Validität aufweisen und das Tissue 
Microarray Verfahren nur einen kleinen Ausschnitt des Tumors zeigen, stellt 
sich die Frage nach der Validität des Verfahrens. Wie klein kann man den 
Durchmesser der Proben wählen, ohne dass die Aussagekraft verloren geht? 
Mit diesen Themen haben sich zahlreiche Autoren befaßt. 
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Schraml et al. (1999) haben in einer Multitumor Microarray Studie bewiesen, 
dass man 92% der bekannten Genveränderungen nachweisen kann, wenn man 
pro Tumorart mindestens 25 Fälle untersucht. 
Bei anderen Studien lag die Konkordanz bei 90-95% (Torhorst et al. 2001, 
Gillett et al. 2000, Camp et al.2000). 
Es gibt zwei Wege das Gewebe möglichst repräsentativ zu erfassen und somit 
auch eine höhere Validität des Verfahrens zu garantieren: 
Erstens kann man den Durchmesser der Biopsie vergrössern. Bubendorf et 
al.(2001) begannen mit einem Durchmesser von 3mm, um die Aussagekraft 
des Gewebes zu erhalten. Zweitens kann man die Anzahl der Biopsien 
erhöhen.Skacel et al. (2002) verglichen die Aussagekraft von TMAs bei 
unterschiedlichen Biopsiedurchmessern und Anzahlen pro Gewebeprobe. Es 
zeigte sich abschließend, dass ein kleiner Biopsiedurchmesser von 0,6mm 
ebenso adäquat die Expression und Amplifikation wiedergibt wie ein größerer 
Durchmesser. Nachteilig ist das größere Risiko eines Coreverlustes (Skacel et 
al. 2002). 
Zusammenfassend sind sich alle Autoren einig, dass der Einsatz von TMAs 
besonders gut dazu geeignet ist, große Stückzahlen von Geweben auf das 
Vorhandensein von Markern zu screenen (Skacel et al.2002, Kallioniemi et al. 
2001, Bubendorf et al. 2001, Moch et al. 2001). Ein Einfluß des 
Stanzdurchmessers auf die erhaltenen Korrleationen ist somit 
zusammenfassend sehr unwahrscheinlich.   
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5 Schlußfolgerung 
 
 
Anhand der vorliegenden immunhistochemischen Charakterisierung von 112 
ossären Riesenzelltumoren erscheinen die Tyrosinkinasen EGFR, HER-2/NEU 
und CD117 nicht als mögliche Kandidaten zielgerichteter molekularer 
Therapien, da keine Expression bei immunhistochemischen Färbeverfahren 
ablesbar war. Die positive p53 Expression war zudem nicht schlüssig und 
abschliessend bewertbar, weil eine Korrelation mit klinischen Parametern, wie 
Rezidiv-, Metastierungs- und Entartungsrate nicht aufgezeigt werden konnte. 
Letztendlich bleibt es unerlässlich ein wesentlich verbessertes 
Grundverständnis um die nukleären Abläufe in der Pathogenese von RZT zu 
erarbeiten, um damit neue Therapieansätze zu gewinnen. 
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12 Anhang 
 
12.1 Abkürzungen 
 
Abb. Abbildung 
 
ca. circa 
 
dest. destillata 
 
d.h. das heißt 
 
DNA Desoxy Ribonuclein Acid 
 
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 
 
Erb erythroblastosis 
 
Fa. Firma 
 
FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung 
 
GIST Gastrointestinaler Stromatumor 
 
Gy Gray 
 
HE Hämatoxyilin-Eosin 
 
HER-2/NEU Human Epidermal growth factor receptor, type 2 
 
KDa Kilodalton 
 
ICH Immunohistochemistry 
 
LSAB Labeled Strept Avidin-Biotin Methode 
 
Lsg. Lösung 
 
RNA Ribo Nuclein Acid 
 
SPSS Statistical Package for the Social Sciences 
 
TK Tyrosin Kinasen 
 
TMA Tissue Microarray 
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12.2 Reagenzien 
 
12.2.1 Citratpuffer 
 
Stammlösung A=   0,1 M Citronensäure 
10,5 g C6H8O7 x 2 H2O auf 500 ml Aqua dest 
.  
Stammlösung B=  0,1 M Natriumcitrat 
29,41 g C6H5Na3O7 x 2 H2O auf 1000 ml Aqua dest. 
  
Gebrauchslösung=  18 ml Lsg. A + 82 ml Lsg. B mischen pH 6,0 einstellen 
  
 
 
12.2.2 Hämatoxylin nach Mayer 
 
Gebrauchslsg.:  1,0 g Hämatoxylin in 1 l Aqua dest. Lösen 
 0,2 g Natrium-Iodat (NaIO3) 
 50,0 g Kalialaun (KAl(SO4)2) x 12 H2O 
 50,0 g Chloralhydrat 
 1,0 g kristalline Citronensäure 
 
 
Lsg. bei Zugabe der Substanzen erwärmen, nach dem Abkühlen ist die Lsg. 
sofort gebrauchsfertig 
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12.2.3 RED Chromogen 
 
Stammlsg.= 5 %    Neofuchsinlsg. in 2 N HCl 
Puffer = 17,4 g NaCl 
3,0 g   Tris-HCl 
 9,8 g   Tris 
 in 2000 ml Aqua bidest. gelöst 
  
Propandiol= 21 g Propandiol in 1000 ml Aqua bidest. Gelöst 
  
Gebrauchslsg.= a) 0,125 ml Stammlsg. 
0.313 ml 4% Na-Nitrit 
unter Abzug 60 sec reagieren lassen 
b) 0,025 g Levamisol 
43,75 ml Entwicklungspuffer 
15,60 ml Propandiol 
c) 0,0315 g Naphtol-AS-Bi-Phosphat 
0,375 ml N,N-Dimethylformamid 
  
 
Lsg. a), Lsg. b) und Lsg. c) mischen, pH mit 2 N HCl auf 8,8 einstellen und 
filtrieren, Schnitte 25 min auf dem Rüttler inkubieren  
 
12.2.4  Zusammensetzung (HE) 
Saures Hämalaun nach Mayer: 1 g Hämatoxilin, 0,2 g Natriumjodatin, 50 g 
Kalialaun in 1 l aqua dest lösen, 50 g Chloralhydrat, 1 g kristalline 
Zitronensäure; vor Gebrauch filtrieren, 1 % wässriges Eosin G  
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12.2.5  Durchführung 
• 3x 10 min Xylol 
• 5 min 98 % Isopropanol 
• 5 min 96 % Isopropanol 
• 5 min 90 % Isopropanol 
• 5 min 80 % Isopropanol 
• 5 min 70 % Isopropanol 
• 5 min aqua dest5 min Hämalaun nach Mayer 
• kurz in Leitungswasser spülen 
• 15 min bläuen in fließendem Leitungswasser 
• 3 min 1 % Eosinkurz (ca. 10 sek.) in aqua dest auswaschen 
• 5 sek 70 % Isopropanol 
• 5 sek 80 % Isopropanol 
• 5 sek 90 % Isopropanol 
• 2x 5 min 100 % Isopropanol 
• 3 min Xyloleindecken in Eukitt 
